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卵母細胞を凍結保存する場合,第2減 数分裂中期(M皿)の 排卵卵子では,凍 結障害として
染色体の分散や受精後に第2極 体が放出されず倍数性異常を起こす。これに対し,卵巣内



































に急激な圧 力がかか り物理的な損傷を与える可能性 が高い。解決策 の一つとして,マ ウス胚
では段階的に凍結 保護物質に暴露することによりガラス化保存 に成功 した。そこで本 章では,
凍結保護物質を1段 階あるいは段 階的に暴露処理 しガラス化保存 した後 の生 存性 に及 ぼす
影響を調べた。
ウシ卵巣を仙台食肉処理場で採取後,約10。Cで 処理場内に保 存しBSE検 査終 了後,研
究室 に持ち帰った。直ちに,卵 巣内の未成熟卵母細胞を吸引採取し,成 熟培 地 中で培養した。
凍結 の支持体としてナイロンメッシュを用い,段 階 的暴露法では,1段 階 目にエチ レング リ:コ
ール濃度10%溶 液 に7分 間暴露し
,2段 階 目にエチレングりコール濃度2096溶 液 に2分 間暴
露し,3段 階 目にエチレングリコール濃度40%溶 液(EFS40)に1分 間暴露 し液体窒 素に投入
しガラス化保存 した。1段 階暴露法では,EFS40に1分 間暴露しガラス化保存 した。ガラス化
保存後,37。Cの0.5Mス クロース添加PB1溶 液,0.25Mス クロース添加PB1溶 液,0.125
Mス クロース添加PB1溶 液に1分 間ずつ浸した後,PB1溶 液へ と移 し卵母細胞 をナイロンメ
ヴシュから取 り外 し,5分 後成熟培地 中で培養 した。22～23時 間培養 後,媒 精 および発 生培
養を行った。
1段 階暴露法では,卵 母細胞 の形態に激 しい損 傷が見られ,融 解後 の成熟 率 は未凍結 の
成熟率 と比べ有意 に低かったのに対 し,段 階 的暴 露法では,成 熟率 は未凍 結 のもの と同程
度であった(Fig.1)(肱blel)。 体外受精率も段 階的暴露法で凍結した卵母細 胞では,1段 階
暴露法のものより高い傾 向を示し,発 生培養 後胚盤胞期胚が得 られ た(Fig,2)(Tab丑e2)。 こ






































COCsを それぞれ40個/ナ イロンメッシュ,5個/ク ライオループおよび5個/プ ランフィルム






2.細 胞 骨格安 定剤 の効果
細 胞骨格安 定化物 質として,微 小 管構造を安 定化させるサイトカラシンBや タキソー ルが利
用されている。これ らの物 質を凍結 保存 液へ添加することにより,ガ ラス化後の未 成熟卵母
細胞 の成熟へ の影響を調べた。
細 胞骨格安定剤 による処理として,サ イトカラシンB7.5μg!m1ま たはタキソール1μMを 添
加 した成熟培地 中で45分 間培養し,細 胞 骨格安定剤を添加した凍結保存液に暴露 しガラス
化保存 した。保 存後,前 章と同様 の方 法で体外成熟培養 ・受精 ・胚培養した。その結果,タ キ
ソール処理区でサイトカラシンB処 理 区に比べ,分 割 率や胚盤胞期への発生率では高い傾
向を示したもの の,い ず れの区でも発 生率は低く,凍 結法の改 良としては十分 な効果 が得ら
れなかった(Table7)。
3.凍 結保存液 の改 良
細胞へ 浸透 する凍 結保護物質 として,エ チレングリコール(EG)を 用いたが,浸 透性 の物質
として他に,ジ メチルスルオキシド σ)MSO)が 広く用いられている。DMSOはEGに 比べ,粘
性 が低く細胞へ の 浸透 性が高い。一 方,細 胞外 から脱水効 果を示す高分子物質 は,ガ ラス
化現象を促進するために凍結保護 物質 として用いられ ている。様 々な高分子物 質があり,性
質や分子量の違 い によりガラス化温度 や融解 温度などに影響を生 じる。そこで,第1章 で用
いたEFS40を 基礎 保存 液としてEGとDMSO,さ らにフィコールー70,デキストランおよびポ リビ
ニルピロリドンの高 分子物質について比較した。
その結果,細 胞 へ浸透する凍結保護 物質のうち,凍 結 後に作出した胚盤胞期胚 はEG区 の
み で得られ,EG+DMSO区 やDMSO区 では得 られなかった。8細 胞期への発生率では,
DMSO区 がEG区 やEG+DMSO区 よりも低く,DMSOの 毒性の影響が示された(Table8)。
これらの結果から,EGがDMSOよ りも有効であることがわかった。3種 類の高分子物 質を比
較 した結果,分 割 率 はすべての凍結 区において未凍 結 区に比べ低く,凍結 区間に有意 差は








黒毛和種未経産牛を用い,発 情開始 日から7日後に胚移植した。その結果,新 鮮胚を移植し

















胞を含むドナー核を作製 し,レ シピエント卵の囲卵腔に注入した。続 いて,再 構築胚に
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論 文 審 査 結 果 要 旨
産業動物において効率的に優 良動物を生産する生殖技術では,生 殖細胞(精 子および卵子)を 凍結
保存する技術は重要である。特に,雌 個体においては,生 涯で排卵する卵子の数が限られていること
か ら,卵 巣内に数多く存在 している未成熟卵母細胞 を有効利用することは重要な課題である。
凍結保存法の一つ として,ガ ラス化法カミある。これは,細 胞 を液体窒素に直接投入 し凍結す る方法
で,短 時間で簡易的に処理できる。 しか しながら,ガ ラス化法では高濃度の凍結保護物質を用いるた
め,凍 結保護物質の毒性や高浸透圧による障害を考慮す る必要がある。特に,細 胞を凍結保存する場




の段階的暴露処理,支 持体の比較,細 胞骨格安定剤の効果,さ らにガラス化保存液の凍結保護物質つ
いて,複 数の細胞浸透性物質および高分子物質の種類を比較 した。最終的に,ガ ラス化保存 したウシ
未成熟卵母細胞 をIVMFCす ることで胚盤胞期胚を作出 し,仮 親牛に胚移植 し,生 育能を検証す るこ
とで確立したガラス化保存技術の正当性を評価 した。概要は次の通 りである。
(1)ウ シ未成熟卵母細胞をガラス化保存するうえで凍結保存液 としてEFS40を 用い,段 階的に暴露
処理することで個体にまで生育可能な胚が作出できる。(2)ガ ラス化保存後体外で成熟培養す ること
を考慮すると,卵 丘細胞一卵母細胞複合体 として多数のものを処理するための支持体 としてナイロン
メッシュが有効である。(3)凍 結保護物質 として,エ チレングリコールおよびスクロース由来の高分
子物質が有効である。(4)マ イクロマニピレーシ ョンによりGV置 換 を行い,成 熟能を有する再構築
卵母細胞を作製できる。
以上のことは応用動物科学において高 く評価 される。よって博士(農 学)の 学位を授与できるもの
と判定 したg
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